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論 文 内 容 要 旨
緒言
近年 、花粉症患者 は増加 の一途 をた ど り、大 きな社会 問題 とな って きて いる。
日本 ではスギ花粉症がそ の80%以 上 を占め、 くしゃみ ・鼻 水 ・目のかゆみ等 の
症 状 を引き起 こす。:花粉 症 は、IgE抗 体 とア レル ゲ ンとの抗原 ・抗 体反応 の結
果 引き起 こされ、原 因となる物質(ア レル ゲ ン)は 花粉中 の様 々な タ ンパ ク質
で ある。現在 まで に、多 くの花粉 ア レルゲ ンを コー ドする遺伝子 が単離 され、
花粉 症 の診 断や 免疫療 法への利用が検 討 されて い る。
ア ブラナ(Bアα∬∫oの属 の植 物 は、採油用ナ タネ 、ブ ロッコ リー、 キ ャベ ツ、カ
ブな ど世界 中で広 く栽培 され て いる。 これ らの花粉 は、生産 地周辺 の住 民や職
業 的 に接す る人 に とって主要 な花粉 症 の原 因 とな る ことが最 近の研 究 で明 らか
とな って きた。 しか し、ア ブラナ属 の花粉 ア レルゲ ン遺伝 子 は単 離 され ていな
か った。
本研 究で は、 アブ ラナ属 の花粉 ア レルゲ ン遺 伝子 を単離 して ア レルゲ ンと し
て の特徴 を解 析 し、免疫 療法へ の利用 を検 討 した。 また、植物花粉 にお け る機
能 を明 らか にす るため に、分子遺伝学的解 析 を行 った 。
第1章 アブ ラナ属花粉 ア レルゲ ンcDNAの クロー ニ ング とシー クエ ンス:解析
ア ブ ラナ(B7α ∬'ooア 卯 の の成 熟 約 か ら作 成 したcDNA発 現 ライ ブ ラ リー のIgE
イ ム ノス ク リー ニ ン グ を行 い 、花 粉 ア レル ゲ ン を コー ドす るcDNAク ロー ン を
2種 類 単 離 した(βrαア1とB7α72)。 既 知 の遺 伝 子 との 相 同性 検 索 の結 果 、EF-hand
と呼 ば れ るCa2+結 合 部 位 を持 っCa2+結 合 タ ンパ ク 質(CaBP)と の相 同性 が 見 られ
た 。Bmr1とBm72はCalmodulin(CaM)と そ れ ぞ れ41%の 相 同性 を示 し、Ca2+
結 合 部 位 が 良 く保 存 さ れ て い た 。 しか し、Ca2+結 合 部 位以 外 の 領 域 で の 相 同性
は低 く、 新規 のCaBPで あ っ た(Fig.1-1)。Brar1とBrar2はCaM分 子 の約 半
分 の分 子 量:で、Ca2+結 合 部 位 も半 分 の2ヶ 所 存 在 し、Fig.1-2に 示 す よ うに2分
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子 のCa2+と 結合す ると考 え られ た。 さ らに大腸 菌 で発現 させ た組 換 えタ ンパ ク
質 を用 いて、Ca2+と 結合 す るこ とを確認 した。
第2章Brar1のIgE反 応 と免疫 療法へ の利用
Brar1はCa2+と 結 合 す る こ と によ り立 体 構 造 が 変 化 す る と考 え られ た の で 、
本 章 で は、Brar1とCa2+の 結 合 ミ々IgE抗 体 との 反 応 にお よ ぼ す影 響 を調 べ た。
まず 、 組 換 えBrar1タ ンパ ク質(rBrar1)とCa2+と の結 合 をEGTAで 阻害 した と
ころ 、rBrar1に 対 す るIgE抗 体 の結 合 能 が 大 き く低 下 す る患 者 が 見 られ た。
次 にFigure2-1で 示 した よ う に 、』そ れ ぞ れ のEF-h鍵1dのCa2+結 合 ル ー プ の ア
ミ ノ酸 を置 換 し、Brar1の2つ のCa2+結 合 部 位 の 片 方 また は両 方 を潰 した3種
類 の変 異Brar1の 組換 え タ ンパ ク質 を作 成 し、 そ れ ぞ れmu1,1nu2,muWと し
た 。 これ らの組 換 え タ ンパ ク質 を精 製 しCa2+結 合 能 を調 べ た結 果 、mu1とmu2
で はCa～ ÷結 合 がwild-typeの 約 半 分 に減 少 し、muWで は完 全 にCa2+結 合 能 を失
って い る こ とが わ か っ た(Fig.2-2)。
変 異BrarlとIgE抗 体 との 反 応 をinhibitionE:LISA法 によ り調 べ た。 そ の 結
果 、 変 異Brar1はIgE抗 体 と の 結合 能 が大 き く低 下 した。 特 にEF-hand2に 変
異 を持 つmu2とmuWのIgE結 合 能 が著 し く減 少 して い た(Flg.2-3)。 また 、 イ
ム ノ ブ ロ ッ トにお いて も 、mu2とmuWは 患 者IgEに 対 す る結 合 能 が減 少 し、
inhibitionELISAで 得 られ た結 果 と一 致 した 。
次 に、IgE反 応 性 の低 くな っ た 変 異Brar1が ア レル ゲ ン特 異 的免 疫 療 法 に使
え るか ど うか を評 価 す る た め に 、 変 異 タ ンパ ク 質 を ワ ク チ ン と して マ ウス に免
疫 した 。 そ の結 果 、 変 異Brar1(mu1,mu2お よ びmuW)に 対 す るIgG抗 体 が産
生 され 、 そ れ ぞ れ のIgG抗 体 は 、組 換 えBrarlお よび 花 粉 抽 出物 中 のBrar1
と反 応 す る こ とが イ ム ノ ブロ ッ トに よ り明 らか とな った(Fig.2-4)。 抗 変 異Brarl
マ ウ ス 血 清 と患 者 血 清 を混 ぜ てrBrar1と 反 応 させ た と ころ 、 ヒ トIgE抗 体 の
rBrarlに 対 す る結 合 が 顕 著 に 阻 害 され た 。 これ は マ ウスIgGと ヒ トIgEが 競 合
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した結果 で ある と考え られる。 これ らの結果 よ り、変 異Brar1を 免疫 療法へ利
用 す る ことが可能 である と考 え られた。
第3章Bmア1と βmア2の 遺伝子発現 の解 析
Brar1とBrar2の 花粉 にお ける機i能を推 定す るた め に、そ の遺伝 子発現 とタ
ンパ ク質 の局在 を解析 した。Bアαア1と βrα72は 繭 と花粉 で特異的 に発現 して
お り、そ の成熟 に伴 って発現量 は増大 した(Fig.3-1)。 また、1η3∫'〃ハ イ ブ リダ
イゼー シ ョン分析 を行 い、βmア1とBrα72は 花粉 と花粉 を取 り巻 くタペー ト
組織で発 現 して いる ことを明 らか に した。
菊 と花粉 管 にお けるBrar1タ ンパク質 の局在 につ いて免疫 組織化学 的解析 を
行 った。 菊 の切片 におけるBrar1タ ンパ ク質 を検 出 した ところ、花粉粒 内 とタ
ペー ト組 織 に局在 してお り(Fig.3-2)、 加3枷 ハ イ ブ リダイゼ ーション分析 の結
果 と一 致 した。免疫 電子顕微鏡法 で さらに詳細 なBrar1の 局在 を観 察 した とこ
ろ、Brarlの 存在 を示す金粒子 は、タペー ト組織 と花粉の細 胞質そ して花粉外
被 のtryphineで 検 出 され た。tryphineに 存在す るBrar1は 、 タペー ト組織で合
成 され 、莉 の発達後期 にtryphineへ 付与 された と考 え られ る。花粉 外被 タ ンパ
ク質 と内部 タンパ ク質 を別 々に抽 出す る ことによ り、Brar1とBrar2は 花粉外
被 には少 量存在 し、大部 分が花粉 内に蓄積 して いる こと、そ してそ れ らが花粉
の水和 の際 に、外 の水溶液 中 に溶出 しや す い ことを明 らかに した(Fig.3-3)。
アブ ラナ の和合 または不和合の花粉を受粉 した雌 しべの縦 断切片 を作成 し、∫η
卿oで 伸長 した花 粉管におけるBrarIを 検 出 した。 自家受粉 を行い花粉管 の伸
長 が起 こらない雌 しべで は、Brar1の 局在 を示す シ グナルは柱頭上 に残 った花
粉 での み検 出され た(Fig.3-4A)。 一方、他 家受 粉 の雌 しべで は、花柱 内 の誘導
組織 に ある花粉管 、柱頭上 に残 って いる花粉 、お よび乳頭細胞 でBrarlが 検 出
された(Fig.3-4B)。 これ らの結果か ら、Brar1が 花粉 管伸長 に関与す る ことが
示唆 され た。
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第4章 βmr1ゲ ノミ ックク ロー ンの単 離 とタバ コへの遺伝 子導入
本章 ではBアα71の ゲ ノ ミックク ロー ンを単離 し、砂αア1の ゲ ノム構造 の解 析
とプ ロモーター解析 を行 った。Bm71の ゲ ノミ ックサザ ン分 析 を行 った結果 、
アブ ラナ とケー ル にお いて、そ れぞ れゲ ノム中 に1コ ピー存 在 して いる ことが
明 らか となった 。
アブ ラナのゲ ノミックライ ブラ リー をスク リーニ ング し、Bmア1の ゲ ノミッ
ククロー ンを単 離 した。そ してBrar1を コー ドす る領域 を含 む3.2kbZ伽dIII
断片 の全塩 基 配列 を決定 した。既知 の花粉特異 的 プロモ ー ター の シスエ レメン
トとBmア1の プロモー ター領域(2.6kb)の 塩基配 列 を比較 した結 果、花粉 特
異的発現 を誘導 す るPBcoremotifやLAT56/59boxと 相 同性 の高 い配 列がB7α ア1
プ ロモーター 中 に見いだされ た(Fig.4-1)。
β7α71プ ロモー ター領域(2.6kb断 片)にGUS遺 伝子 を連 結 した コンス トラ
ク トpBI-BG(Fig.4-2A)を 導入 したタバ コを作 成 し、花粉管伸長 時のGUS活 性
を解 析 した。 受粉 した雌 しべ の花柱 を切 断 し、花粉管 伸長培地 に切 断部 をっ け
て伸長 させ た ∫θ加v∫voの 花粉 管(Fig.4-2B)に お いては、花粉管全体 が青 く染 ま
ったが 、花粉 管 の先端 部で、やや強 いGUS染 色 が見 られた(Fig.4-2DandE)。
これ よ り花粉管 において もBrar1の プ ロモーター活性が ある ことが示 唆され た。
タバ コの成熟 花粉は、栄養細 胞 と雄原細胞か らなる。そ こで 掛 αア1が その ど
ち らで発現 して いるか を解析す るために・βア071プ ロモー ターの下流 に核移行
シグナル のつ いたG∫ ア を連結 し、 これ をタバ コに導入 した。そ4)結 果 、GFP
の蛍光 は栄養 核 で検 出され、栄養細 胞 で特異的 に発現 して いる ことが明 らか と
なった(Fig.4-3)。
第5章 タバ コ の βrα臼 ホモ ロー グの単離 と遺伝子発現 の解 析
アブ ラナ は 加vゴ〃oで の花粉管伸長が容 易でな いた め、花粉管伸長 実験 に適 し
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て いな い。そ こで花粉管 伸長実験 の容易 なタバ コでBmr1の ホモ ロー グを単離
し、そ の発現 を解 析 した。単 離 したcD:NAク ロー ンの塩 基配列 を決定 した とこ
ろ、アブラナ のBmrl・B7α72と 同 じよ うに2種 類 のCaBPに 分類 された(ハ伽
1と 躍o∫2)。1㍑'1と1Wの2は 、近年様 々な植 物か ら花粉 ア レルゲ ン遺伝子 と
して ク ローニ ングされて きたBrarlタ イプ のCaBPと 高 い相 同性(62-80%)を 示
した(Fig.5-1)。 これ らは 箭odと 荊o∫2に 対す る他 の植物種 のホモ ロー グで あ
ると考 え られ 、2つ のCa2+結 合 部位 およびC末 端 側 の疎水性領 域が特 に良 く保
存 されていた。
Nict1タ ンパ ク質 の花粉管 にお ける局在 を蛍光抗体 法で解析 した ところ、Nict
1の 存在 を示 すFITCの 蛍光 は、花粉 管の細胞質 領域 に一様 に観察 された(Fig.5-
1)。花粉管伸 長 と細胞内 のカル シウム分布 は密接 な関係 にあ り、Brar1タ イプ
のCaBPで あ るNict1は 細胞 内カル シウムの レセ プタ「 と して、花粉管伸長 に
関与 している と考 え られた。
結語
ア ブ ラナ属 で初めて花粉 ア レルゲ ン遺 伝子B7α71を ク ローニ ング し、Brar1
とCa2+と の結合 が ヒ トIgE抗 体 との反応 に重要 で ある ことを明 らか にした。ま
た、Ca2+と 結 合 しない変異Brar1が ア レルゲ ン特 異的な免疫療法へ利用 できる
可能性 を示 した。Brarlタ イ プの花粉 ア レルゲ ンの間で は、IgE抗 体 に対す る
交差 反応性が高 く、本研 究で作成 した変異Brar1は 、多 くの植物種 のBra.r1
タイ プのア レルゲ ンに特異的な花粉症治療 に利 用で きる と考 え られ る。
Brar1タ イ プのCaBPは 被子植物 に広 く存在 してお り、花粉 で特異的 に発現
して いるこ とを明 らか に した。そ のシー クエ ンス解析 、発現解 析お よび タンパ
ク質 の花粉管 にお ける局在 か ら、花粉 管伸長へ の関与が示唆 された。 また、Bra
r1は 花粉管細 胞質のカル シウム濃度勾 配 の形成や カル シウムを介 した シグナル
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論 文 審 査 結 果 要 旨
本論文 は,ア ブラナ属 の花粉 アレルゲ ン遺伝子 を初 めてクローニ ング し,新 規 なカルシウム結合 タン
パ ク質を コー ドする遺伝子 であ ることを明 らか にす る とともに,一この遺伝子の免疫療法への利 用 と,植
物花粉 における機能推定 を行 った研究 をまとめた ものである・
花粉 症はア レルゲン とIgE抗 体の抗原抗 体反応 の結果引 き起 こされ る。本研究 ではまず第1に,ア ブ
ラナの商か ら作成 したcDNAラ イブラリーと花粉症患者のIgE抗 体 を用 いて花粉ア レルゲ ンをコー ドする
cDNAク ロー ンを2種 類 単離 し,,8rαr1お よびBrαr2と 命名 した。 それらは,カ ル シウム結合部位 を2
ヵ所持 つ新規 なカルシウム結合 タンパ ク質 をコー ドす るこ とを明 らか に した。
続いて,Brar1とIgE抗 体 との結合にCa2+が 重要である ことを明 らかに し,さ らに,Ca2+結 合部位 のア
ミノ酸 を置換 した変異型 タンパ ク質を作成 し,こ の変異型Brar1が 免疫療法 に利用 で きる可能性 を示 し
た。この研 究 は,農 学 と医学 にまたがった学際的研 究 として評価で きる。Brar1とBrar2の 植物 にお け
る機能 を明 らかにするため,遺 伝子発現 についてさまざまな分子遺伝学的手法 を用 いて総合的 に解析 し,
Brar1が 花粉管伸長 に関与するこ とを示唆 した。他の植 物 を含 め花粉 ア レルゲ ンの植物 における機能 は
ほ とん ど明 らか にされ てお らず,本 研 究は先駆的研究 であ る。
さらに,Brαr1の ゲノ ミッククローンを単離 し,形 質転換 タバ コを用いてプロモ ーターの発現誘導解
析 を行 った。 タバ コか らもBrαr1ホ モ ロー ダをクローニ ング して遺伝子発現 の解析 を行い,Brar1タ イ
プのカルシウム結合 タンパ ク質が伸長 した花粉管の細胞質 に存在す るこ とを明 らか に した。花粉管伸長
とカルシウム分布 は密接 な関係 にあるこ とが知 られてい るので,Brar1タ イプの カル シウム結 合 タンパ
ク質は細胞内 カルシウムの レセプ ター として花粉管伸長 に関与 してい ると推 察 した。
以上の ように本研究 は,花 粉 ア レルゲ ン遺伝子 について,植 物の生殖 における観点か ら新 たな知見 を
与 えるとともに,花 粉症治療へ の応用 を明 らかに した もので,植 物機 能科学 の発展 に対 す る貢献が顕著
である。 したが って審査員一 同は,本 論文の著者 が博士(農 学)の 学位 を授与 されるに値す る もの と判断
した。
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